Virus entèrics a aigües urbano-industrials by Lucena Gutiérrez, Francisco et al.
Treh. Soc. Cat. Biol., Vol. 35 ( 1983) 71-79
VIRUS ENTERICS A AIGUES URBANO-INDUSTRIALS
FRANCISCO LuCENA, ALBERT BOSCH, ROSINA GIRONES
i JOAN JOFRE
Departament de Microhiologia.
Facultat de Biologia _ Universitat de Barcelona.
Rehut 30 Maig 1983
SUMMARY
Increasing amounts of wastewater are reeled for human use. Neither the natural
mechanism of virus inactivation, which vary from water to water, nor the methods
used by man for water purification can guarantee the complete elimination of infec-
tious viruses. Although the importance of the presence of human viruses in waters
has not been fully stablished as the cause of viral infectious diseases, it becomes evi-
dent that the evaluation of viruses in waters is of major relevance. Such evaluation
presents a great deal of difficulties, the most important one being the lack of indicator
cells for the majority of human enteric viruses. So far, only Enteroviruses are well
evaluated. The usual need of virus concentration prior to the evaluation of the viral
load is another difficulty. There are a good deal of concentration methods which re-
present the main difference among the procedures used to evaluate the amount of
virus in waters. Using the technique of adsorption-elution on glass powder and BGM
cells as indicator system we have been evaluating in the last years the presence of En-
terovirus in superficial waters in Barcelona and Surroundings. Poliovirus, Coxsackie-
virus and Echovirus have been detected either in the rivers (Llobregat and Besos) and
in seawater.
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INTRODUCCIO
L'urbanitzacio molt rapida que ha tingut
lloc a molts paisos , ha portat a 1'aparici6
de problemes critics d'aprovisionament
d'aigua i d'eliminacio de residuos . Aixo fa
que la major part d'aigues emprades com a
font d 'aigua potable continguin quantitats
d'aigues usades en concentracions varia-
bles que en alguns casos com pot esser a
l'aprofitament d'aigues del Llobregat, pro-
bablement sobrepassa el 50 %, sobretot a
l'estiu.
El metodes actuals de tractament tant
per la depuracio com per la potabilitzacio
d'aigues no son sempre suficients per a im-
pedir que els virus es trobin a les aigues
utilitzades com a potables . Hi han dades
que permeten assegurar que els enterovirus
poden sobreviure a l'aigua mes temps que
els indicadors bacterians de contaminacio
fecal com E. coli i Streptococcus faecalis. A
mes fins ara no s'ha pogut establir una re-
lacio entre la presencia d'Enterovirus i al-
tres parametres de contaminacio conside-
rats com a bons indicadors.
Encara que els estudis fets als ultims 30
anys sobre la presencia de virus intestinals
a 1'aigua , no han permes avaluar l'impor-
tancia sanitaria d'aquesta contaminacio, en
part per problemes a la deteccio d'aquests
virus i en part per problemes lligats als es-
tudis epidemiologics de les malalties per
ells produides , es palesa l'importancia del
coneixement de la presencia de virus d'ori-
gen huma a diferents tipus d'aigues.
VIRUS HUMANS A
LES AIGUES RESIDUALS
El que es trobi un virus d'origen huma a
l'aigua depen de que arribi a ella i de que
hi pugui sobreviure. Aixo fa que la quasi
totalitat de virus originats a l'home que
trobem a aigues siguin aquells alliberats
junt amb les excretes i que en podriem dir
virus intestinals. S'en coneixen mes de 100
tipus diferents que son resurnits a la taula
1. Als excrements d'una persona infectada,
presenti o no sintomes d'infecc16, podem
trobar fins a 1.000.000 de particules infec-
cioses per gram de femta. A aigues resi-
duals no depurades podem trobar fins a
100.000 particules infeccioses per litre.
Aquestes particules viriques, al menys
les corresponents a enterovirus que son els
millors estudiats, poden sobreviure llargs
periodes a l'aigua. Els temps que apareixen
a la literatura com a necessaris per reduir
el nombre de virus en un 99 % a diferents
tipus d'aigues es molt divergent, anant des
de 2 fins a 160 dies. (KATZENELSON, 1978;
HETRICK, 1978; RAY et al 1981).
Aixi mateix es ben conegut que tots els
procediments de tractament d'aigues resi-
duals eliminen en certa mesura els virus,
pero probablement ni una sola els elimina
totalment (OMS, Rapports techniques,
1979; RAD, 1976; SCHWARTZBROD, 1979).
Ni tan sols la clorac16 abans d'evacuar les
aigues al ambient es la situacio ideal.
Tampoc la majoria de procediments em-
prats per a tractar l'aigua destinada a begu-
da permeten de garantir 1'eliminaci6 total
de virus en qualsevol situacio. Potser tan
sols la desinfeccio amb clor, i encara no-
ses en determinades condicions ]a seva
eficacia total es problematica, i l'ozo po-
den garantir una el1minac16 total (OMS,
Rapports techniques, 1979; FOLIGUET et
DANCOEUR, 1975).
DESTI DELS VIRUS ANIMALS
ALLIBERATS A LES AIGUES
Es obvi que un dels factors mes impor-
tants a 1'eliminaci6 de virus intestinals alli-
berats per I'home a les seves excretes es el
poder d'autodepurac16 que exerceixen les
aigues tant dolces com marines.
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Virus Coxsackie A 24
Virus Coxsackie B 6
Nous enterovirus humans 4
Hepatitis A (probable
Enterovirus) 1
Virus de la gastroenteritis
(agents tipus Norwalk)
Rotavirus ( familia Reoriridae) 3
Adenovirus > 30
Parvovirus (A.A.V.) 3
El poder d'autodepuracio de les aigues
varia segons les seves caracteristiques. A
zones a on es donen grans concentracions
urbano-industrials com es el cas de Barce-
lona i el seu cinturo industrial que la rode-
ja, la contaminacio d'origen industrial de
l'aigua afecta el poder d'autodepuracio de
la mateixa al que respects a microorganis-
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mes d'origen fecal. No obstant es previsi-
ble que afecti diferencialment als diferents
tipus de microorganismes i per tant podem
pensar que la ut1l1tzaci6 d'un unic tipus
d'indicador, com per exemple els indica-
dors bacterians, pot donar una visio equi-
vocada dels nivells d'altres microorganis-
mes com poden esser els virus. A la taula 2
es resumeix breument algun dell aspectes
com la contaminacio d'origen industrial
afecta als virus presents a aigues a les que
hi ha barreja de contaminacio fecal i in-
dustrial.
En primer lloc cal esmentar que ('aug-
ment de temperatura Aorta a un augment
de I'inactivacio (KATZENELSON, 1979).
Normalment encara que I'efecte es limitat
la contaminacio d'origen industrial, mes
aviat escalfa l'aigua, amb el que caldria
pensar en un augment, encara que petit,
del poder d'inactivacio.
Molt mes important serien els compo-
nents quimics, que podreim agrupar en dos
grans grups, que son materia organica i






Augment activitat predadors T
Accio directa sobre virus
Inactivacio predadors 1
I ACTORS BIOLOGICS. Alteracio nombre i activitat predadors TJ,
TENSOACTIUS J.
SUSPENSIONS COLOIDALS T
PRESENCIA DE IONS ( di i trivalents) T
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da reflectit a la taula dos podem pensar
que com mes contaminada quimicament
estigui l'aigua el balanc es mes favorable
als virus, ja que es veuen menys afectats
que els bacteris d'origen fecal. Cal assenya-
lar que I'inactivacio dels predadors que
juguen un paper importantissim als pro-
cessos d'inactivacio es segurament un dels
factors mes importants en el canvi de po-
der d'autodepuracio d'aigues. Quan par-
lem de predadors ens referim tant a aquells
que ingereixen el virus com aquells que els
degraden a ('exterior de les cel•lules, segu-
rament mitjancant proteases extracel.lu-
lars. Per el contrari, sembla que I'efecte
dels contaminants quimics directament so-
bre la viabilitat dels virus es relativament
petita, com cal esperar de 1'estructura i
composicio quimica dell virus intestinals
humans, tots ells constituits basicament
d'un acid nucleic envoltat de moltes subu-
nitats de un mateix polipeptid. (KAPt;S-
CINSKI, R. B. i R. MITCHELL, 1980; JOR-
DAN 1 MASSAR, 1971).
Pel que fa referencia a I'aport de conta-
minacio de tipus biologic diferent de la
fecal, com podem esser aigues amb gran
contingut de microorganismes provinents
d'industries de tipus agro-alimentaries, cal
pensar que 1'efecte sobre virus es to que re-
lacionar forcosament tambe amb I'efecte
d'aquesta poblacio microbiana en el nom-
bre i activitat dels microorganismes preda-
dors (CLARKE et at 1962).
A mes de I'inactivacio hi han factors que
afecten la presencia de virus a aigUes, prin-
cipalment 1'agregaci6 i la sedimentacio.
Una i altra son tambe afectades per la con-
taminacio d'origen no fecal. Aixi mateix la
supervivencia dels virus un cop als sedi-
ments tambe depend de la contaminacio i
es superior at temps de supervivencia dels
bacteris. Si considerem el sediment com a
resultat final de tots aquests procesos hi
han dades de que a sediments de zones al-
tament contaminades en que no es troba
cap indicador bacteria de contaminacio fe-
cal hi han quantitats importants de virus
intestinals humans (SCHAIBERGER et at.
1982; COYAL et at. 1978; LaBELLE, et at.
1980). Estudis preliminars fets at nostre
Departament ens diuen que a les costes de-
vant de Barcelona passa exactament el ma-
teix.
Tot el que hem vist fins ara ens porta a
pensar que malgrat la dificultat que com-
porta cal estudiar 1'estat de la contamina-
cio per virus intestinals humans dels dife-
rents tipus d'aigues ja que els indicador
bacterians de contaminacio fecal no son
bons indicadors de la presencia de virus.
DETECCIO DE VIRUS HUMANS
A LES AIGUES
La metodologia per determinar la pre-
sencia de virus a aigues es forca complexa
(Taula 3). No existeix un metode unic que
es pugui aplicar a la deteccio de qualsevol
tipus de virus i la quasi totalitat del meto-
des descrits fins ara ho han sigut per ente-
rovirus.
Si be a aigues residuals es pot quantificar
directament alguns tipus de virus presents
a les mateixes, a la majoria de tipus d'ai-
gues no es poden titular directament, ja
que 1'analisi de grans quantitats de mostra
sobre cultiu cellular es convertiria en una
feinada enorme, totalment impossible de
realitzar, at menys d'una manera rutinaria.
Cal doncs concentrar els virus. Amb po-
ques excepcions, a I'actualitat totes les
tecniques normalment utilitzades per la
deteccio de virus a mostres d'aigua impli-
quen la concentracio per la tecnica d'ad-
sorcio sobre un sustracte solid i posterior
el•lucio (RAY et at. 1981; OMS Rapports
Techniques 1979; MORRIS i WAITE, 1980).
Aquest metode de concentracio per ad-
sorcio-el•lucio es basa en trobar unes con-
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dicions en que els virus adsorbeixin a un
sustracte solid i unes altres en que s'allibe-
rin (Taula 4). En uns casos es fan servir ad-
sorbents amb carrega positiva, descrits re-
centment. A pHs neutres els enterovirus
s'adsorbeixen i despres o be per alcali-
nitzacio o be per la simple adicio de mate-
ria organica, per exemple extracte de cam,
els virus s'alliberen. Encara que es previsi-
ble un canvi a la situacio, per el moment
son molt mes emprats els adsorbents de ca-
rrega negativa. A pHs neutres, adsorbents i
enterovirus tenen la mateixa carrega, cal
baixar el pH de la mostra fins a 3,5 a la
que els enterovirus tenen carrega positiva.
Aleshores aquests adsorbeixen at substrac-
te carregat negativament. Un posterior
canvi a pH fortament alcali o 1'ad1ci6 d'ex-
tracte de cam, provoca 1'alliberament dell
virus adsorbits.
Els diferents substractes emprats com a
adsorbents presenten degut a les seves ca-
racteristiques fisiques diferents problemes,
sobretot degut a que generalment s'embo-
cen (colmaten), el que fa que s'hagin d'es-
tablir operacions adicionals (Taula 4). Per
aigues fortament contaminades general-
ment amb gran contingut de material par-
ticulat, es molt titil, i nosaltres el fem
servir amb molt bons resultats, un metode
Tu tv 4. Diterents metodes de concentracio d'enterovirus a aigues per el sistema d'adsorcio - elucio
Acidificacio
Necessitat de Necessitat de prcvia
Adsorbent Tipus de filtre pretiltre reconcentracio de la mostra
C'arrega positiva Membrana, cartutx SI NO NO
Carrega negativa
Nitrat de cel•lulosa Membrana SI SI SI
Fibra de vidre Cartutx SI SI SI
Resina epoxi
fibre de vidre
borosilicat Cartutx SI NO SI
Fibra de vidre,
epoxi Cartutx SI SI SI
Pols de vidre Dinamic NO NO SI
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Prim 1979 3156 5500 120 100
Badalona 1980 234 1200 < 1.5 90 Poliovirus 1, 2 y 3;
Poliovirus vacunal
I y 3 Cox B 2,
Cox B 5 Echo 11
descrit inicialment per SARRETE et al
(1977) i modificat per SCHWARTZBROD i
LUCENA ( 1978), en el que l'adsorbent es
pots de vidre que es mante en suspensio a
I'aigua durant el proces d'adsorcio amb el
que s'evita que es colmati el filtre. Aquest
metode ens permet concentrar els entero-
virus de mostres de 25 litres d'aigues su-
perficials fins a 50 ml , es a dir ens intro-
dueix un factor de concentracio de 500.
Ja sigui del concentrat o be directament
de la mostra, si es tracte d'aigues residuals,
es procedeix a la determinacio de la pre-
sencia de virus . Es pot determinar la pre-
sencia de virus infecciosos si es disposa
d'un sistema viu susceptible , es a dir d'un
cultiu cellular . Per analisis mes o menys
rutinaris cal descartar l'utilitzacio d'ani-
mals susceptibles , com podria pensarse per
estudiar la presencia de virus de la hepati-
tis A.
Hi ha diferents efectes dels virus sobre
els cultius cel • lulars. Sens dubte el mes in-
teressant es la formacio de calbes, que a
mes de permetre una quantificacio ens per-
met aillar per la posterior identificacio tots
el virus presents a la mostra . Altres mane-
res d ' estudiar la presenciar de virus es per
determinacio de I'efecte citopatogenic a
cultius cel • lulars a medi liquid, to que per-
met una quantificacio segons el metode del
nombre mes probable.
Tambe es poden determinar altres efec-
tes com "focus" de IF o EIA (immunope-
roxidasa). Aixi no es disposa de cap cultiu
cellular al que puguin multiplicar be els
rotavirus humans. Recentment s'ha descrit
una linia cellular, la MA 104, a la que els
rotavirus poden multiplicar un cicle i
prou, es a dir els virions produits son de-
fectius. Aleshores fen servir anticosos fluo-
rescens es poden detectar "foci" de Iluores-
cencia que corresponents als rotavirus
presents (SMITH i GERBA).
De fet la disponibilitat d'un cultiu ce-
1.lular sensible es de fet el factor que limita
els tipus de virus que es possible detectar.
En realitat sols es disposa de cultius cel•lu-
lars que garanteixen el creixement dels di-
ferents Enterovirus, essent les mes utilit-
zades les knees cel•lulars BGM i Vero,
ambdues de ronyo de mono. Per tant totes
les metodologies actualment emprades es-
tan basicament encaminades a 1'estudi dels
enterovirus, el que no vol dir que acciden-
talment no es pugui determinar la presen-
cia d'algun Reovirus o d'algun Adeno-
virus.
Tambe es pot pensar en detectar anti-
gens virics, es a dir, particules totals, mit-
jancant tecniques serologiques, en lloc de
determinar particules infeccioses. Aquestes
metodologies serien aplicables a virus amb
gran interes sanitari i per les que no es dis-
posa de cultiu cellular sensible, com pot
esser el virus de la hepatitis A.
Recentment PROZDOS i KAZANTSEVA
(1981) han descrit que poden detectar anti-
gens del virus de la hepatitis A a aigues
residuals a les epoques de mes gran mobili-
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maxim minim '%u mostres
Riu Any NMPUC. 10 I NMPUC/ 10 I NMPUCi 10 I positives Virus aillats
1980 149 550 2 100 Polio 1, 2, 3; Polio
esos
981 05 200 < .5 0
vacunal 2, 3; Cox
B2;CoxB3;
Echo I
1980 37 550 < 1.5 89 Polio 1, 2, 3; Polio
lobregat
981 0 50 < .5 0
vacunal 2, 3; Cox
B 2, Cox B 3;
Echo I Cox B 5
tat entre la poblacio 1 en canvi no el detec-
ten a altres epoques. La posta amb eviden-
cia d'antigens virics to la desventatge de
que no dona una mesura di recta de la qua-
litat virologica de l'aigua ja que no diferen-
cia entre particules viriques vives o mortes.
Un cop determinada la presencia de vi-
rus a l'aigua es interessant procedir a la
seva identificacio. Per fer-ho cal primer
purificar els deferents virus obtinguts a la
fase previa, abans de fer l'identificacio per
proves serologiques, de les que la neutra-







Des de 1979, al nostre Departament
hem estat estudiant la presencia de Entero-
virus a aigUes de diferents caracteristiques
a Barcelona i rodalies. Els virus s'han con-
centrat mitjancant la tecnica d'adsorcio-
elucio sobre pols de vidre, deteccio per
mesura de ('efecte citopatogenic a cel•lules
BUM i identificacio quan s'ha fet per neu-
tralitzacio amb anticosos especifics. Per I'i-
dentificacio s'ha tingut l'ajut del laboratori
del Centre Nacional per I'identificacio de
virus de l'Institut Pasteur de Lyon. Cal as-
senyalar que l'identificacio de virus quan-
tificats segons la tecnica del nombre mes
probable d'unitats citopatogeniques a medi
liquid, a alguns dels tubs amb efecte cito-
patogenic hi pot haver una infeccio mixta i
que a ('identificacio sols trobern el que
multiplica mes ventatjosament.
Com exemple presentern algunes dades
corresponents a aigUes residuals (Taula 5),
rius (Taula 6) i mar (Taula 7). Com es lo-
gic el nombre d'Enterovirus presetns va de
mes a menys, pero cal assenyalar que s'han
enterovirus a aigiies de platjes relati-
vament llunyanes de Barcelona, com es la
platja de Castelldefels a una zona corres-
ponent al termini municipal de Gava i que
en alguns casos dona unes concentracions
de bacteris indicadors de contaminacio fe-
cals per davall dels valors considerats
acceptables.
En quan als tipus d'Enterovirus identifi-
cats val a dir que es troben preferentment
els tres tipus de poliovirus, ja siguin salvat-
jes o vacunals, echovirus 1 coxsachie B.
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TAULA 7. Enterovirus a les aigues de platjes del Barcelones
Platja
Valor mig
(24 mostres) Valor Valor
Any NMPUCi 101 maxim minim
`% mostres
positives Virus afllats
1980 2.8 46.5 < 1.5 22 Polio vacunal 3,
Badalona
1981 0.43 3.5 < 1.5 18
Polio I
-
1980 0.12 1.5 < 1.5 8 Polio vacurial, 3
Barceloneta
1981 0.09 2 < 1.5 5
Echo I
1980 2.05 37.5 < 1.5 10.5 Polio 2 y 3
Gava
1981 < 1.5 0








Paralisis, meningitis i febre
Meningitis, infeccions respiratories, erupcions
cutanees, diarrea i febre
Faringitis vesiculosa, infeccions respiratories,
meningitis i febre
Miocarditis, anomalies cardiaques congenites,
erupcions cutanees, infeccions respiratories,
meningitis i febre





L'importancia que per la salut publica
poden tenir concentracions de virus intes-
tinals humans de magnituds com les se-
nyalades a l'apartat anterior es un terra no
resolt.
S'han descrit un nombre limitat d'epide-
mies degudes a virus imputables a transmi-
sio per aigues (MOSLEY, 1967; OMS, Rap-
ports techniques, 1979). No obstant, les
tecniques epidemiologiques actuals no son
prou sensibles per permetre la deteccio
d'una transm1si6 debil de malalties viri-
ques del aigua, principalment per dues
raons:
a) La majoria de virus intestinals pro-
voquen un nombre molt gran i va-
riat de simptomes (Taula 8), que en
casos dispersos presentarien una
simptornatologia massa variada per-
que s'els hi atribuis una sola etio-
logia.
b) Molts virus son la causa d'infec-
cions silencioses o subcliniques que
fan dificil determinar el seu origen.
De totes maneres cal assenyalar, que en
els t ltims anys, el 60 % de tots els casos
confirmats de malalties imputables al con-
sum d'aigi es potables als Estats Units de
Nordamerica han estat causades per agents
desconeguts o no identificats, amb gran
probabilitat virus d'origen intestinal hums.
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Encara que alguns dels virus intestinals
humans amb mes interes sanitari avui dia,
com es el virus de !'hepatitis A, amb una
incidencia clarament creixent als ultims
anys o els rotavirus no es puguin detectar,
els experts aconsellen fer servir els entero-
virus que es poden detectar amb certa faci-
litat com a indicador de la presencia d'al-
tres virus patogens, doncs avui dia hi ha
prou informacio per assegurar que en mol-
tes condicions com les que es donen a
grans arees urbano-industrials, els indica-
dors bacterians de contaminacio fecal, no
serveixen com a indicadors de la presencia
de virus.
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